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(54) Nouveau support pour la synthese des polynucleotides, en particulier par la methode triester et procede pour sa 
preparation. 
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(57) La pr€sente invention concerne, a titre de support dans la 
synthase des polynucleotides par la methode triester. une silice 
HPLC modifiee pour porter les groupements de formule : 



Po 



$ i O — S i — tCH x ) n — HM^ 

SI O ^ 



Po schematisant le support HPLC et n ayant une valeur de 1 a 
100, 
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• trois groupes : syntheses se divisent en 

- la methode au phosphodiester 

" la methode au phosphotriester 
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coupure chimique et finalement purifie par les techniques 
chromatographiques apres avoir elimine les differents 
groupes protecteurs. 

II existe de nombreux precedes de synthese 
en phase solide pour la synthese des oligonucleotides.. 
Traditionnellement, le probl£me le plus important dans 
le cadre des procedes utilisant un support tient a la 
nature meme du support. De nombreux polymeres ont ete 
utilises dans ce type de synthese et se sont tous 
reveles insuffisants pour differentes raisons. En parti- 
culier, les nucleotides actives diffusent tres lentement 
a I'interieur de tels supports et il se produit une 
absorption irreversible de certains reactifs sur le 
polymere ; enfin, les polymeres organiques ont tendance 
a gonfler de fagon excessive. 

Bien entendu tous ces problemes pourraient 
etre ecartes en utilisant un support inorganique. Sur 
un tel support, les sol van ts et les reactifs peuvent 
etre aisement elimines et bien entendu il s*agit d'un 
support qui ne gonfle pas. 

Un tel support a deja ete propose pour la 
synthese des deoxypolynucleotides par H. Koster 
(Tetr. Let., 1527-1530, 1970) . Ce support etait mis 
en oeuvre dans le cadre de la methode au phosphodiester . 

Recemment, des supports inorganiques ont ete 
utilises par Caruthers et al. pour construire des 
chalnes oligonucleotides en utilisant la methode au 
phosphite qui utilise une phosphorylation a - 78°C 
(M.D. Matteucci et al. Tetr. Let., 2± F 719-722, (1980)). 

De fagon generale, on peut dire que si les 
supports inorganiques presentent de nombreux avantages 
par rapport aux supports organiques, ils presentent 
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en general un inconvenient important qui est de ne 
permettre qu>. charge limitee de nucleoside I I 
~ gulden entendu, limite les ^ ^£ * 
nucleotides qui peuvent stre pr(Sparges . 

seconde ?T ^ d " gtUdeS P ° rt -t la 

° meth ° des «tili.ablea pour la synthase 

^nucleotides, Cest-a-dire la methode 
Phosphotriester, gue la Demanderesse a ete amenge , 

tr V U P ° int - n — -PP-t inorganije 

preaentant des caracterist i^ues_to U ^_a-Lt-rL^- - 

Par rapport 3 „„, fait ln attendues 



par rapport a ce qui etait dV ^ nmrnBraBa55i 
anterieure. ^ COnnU danS la technique 

d P <= i ^ S ' agit ' a titre de support dans l a synthase 
des polynucleotides, d'une silice HPLC nn „ Synthese 
. n , 0 „ . . &i-Lice hplc , notamment une 

sxlice Porasxl modifiee pour porter les * 
formule : " les ench >alnements de 



Si O 



Po\ _ Si— o —2. si — (CK.) — nh 



Si 



a™ i, «u Po soh5matlse le support po 

a une valeur de 1 a 100. 

Par "silice HPLC" (high pressure liquid 
chromatography), on entend designer une silice ayant 
des caracteristiques physico-chi^iques, en part cu L 
des dxmensxons et des capacity de fixation et de 
-orptxon, qui la rendent apte a etre utilise en 
chromatography en phase liquide, en particulier 
sous haute press ion. 

particulate corapns entre 37 et „ u ^ 
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a ete modifiee pour creer des groupes sur la silice 

par le proced§ decrit de f agon generale par P. Tundo et al. 
(J. Am. Chem. Soc . , 1Q1 , 22, October 24, 1979). 

Pour obtenir le support selon la presente 
invention, on fait reagir la silice Porasil avec un 
aminoalkyle-trialcoxysilane, ^ reflux dans un solvant. 

II est ensuite necessaire de bloquer les . 
groupes Si-OH restant sur la silice, ce qui peut Stre 
effectue par traitement du produit obtenu avec du 
chlorure de trim£thylsilyle , par exemple en solution 
pyridinique. Ce traitement permet un blocage efficace 
des groupes silanol restants et le support ainsi 
obtenu peut 6tre utilise dans la synthese des poly- 
nucleotides . 

Afin de faciliter la comprehension des 
experiences qui vont suivre, on donnera ci-apres un 
schema de la preparation du support solide sur lequel 
on a fixe le premier nucleoside. 
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Sur ce schema, on a repr€sente schfimatiquement 
la resine Porasil par ses groupes silanols situes en 
surface. C'est sur ces groupes silanols que l f on fait 
reagir la triethoxysilylpropylamine afin d'obtenir 
le support selon la presente invention. 

Dans un deuxieme temps on prepare le 
deoxynucleoside active, comme cela est decrit en 
particulier dans Itakura et al . {Nucl. Ac. Res., 8, 
22, 5473, 1980) . Les S'-dimethoxy N-acyl deoxynucleosides 
sont traites avec l 1 anhydride succinique en presence 
de N,N-dimethylaminopyridine en solution dans le 
dime thy lformamide. Le succinate de deoxynucleoside 
resultant a la formule suivante : 

R — O Q B 

O — C — CH 0 — CH ^ — C — OH 
II 2 2 II 

o o 

dans laquelle R est le radical trityle, monomethoxy trityle 
et dime thoxy trityle et B est N-acyle adenine guanine, 
cytosine ou thymine. 

Le succinate ainsi obtenu est condense avec 
le pentachlorophenol en utilisant le DCC a titre d f agent 
de condensation. 

Cet ester de pentachlorophenol peut etre 
utilise comme nucleoside active, 

Le nucleoside ainsi active est traite avec le 
support prepare precedemment en solution dans le 
dime thy lformamide en utilisant la triethylamine comme 
catalyseur pendant 20 a 24 heures. 
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On obtient ainsi le premier nucleoside fixe" 
sur le support. 

Les differentes etapes ci-a P res d^crivent la 
synthase de la chalne oligonucldotidique : 

a) Deprotection de la fonction 5 'OH par 
traite.ent a« bromure de zinc , L ' utilisation d'un acide 
de Lewis su P pri me i es r< * actions seC ondaires de 
donation (Kohli v., Blocker H. , Koster H. , 19 80 
Tetrahedron Lett., 2_1, 2683-2686). 

bnconaansation d'un nucleotide ou dinucl^ot ide 
(sel de triethylammonium, par une liaison phosphotr iester 
sur le nucleoside fixe au support. Les condensations 
sont effectuees a Vaide d'un agent de condensation : 
le mesitylene sulfonyle nitrotr iazole (MSNT) 

c) Blocage des groupes 5' hydroxyles qui n'ont 
pas reagi avec 1'anhydride antique de n^niere a eviter 
les sequences tronqu^es. 

d) Traitement par ZnBr 2 pour lib^rer le 

5' hydroxy le. Un Nouveau dinucKSotide peut e"tre alors 
additibnn^. 
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R — O — B 



R— O 



"V QS )I CI — P— O — CH 2 — CH 3 — CN "^V~^ 

£^ + 0 O- P — O— CH,— CH 3 — CN 



R- 

R = dim§thoxytrityle 
R 1 = o-chloroph§nyle 



o 



HO— Bf 



K N (a) 



'chronato silice 'o 



O — p— OJCE 

OR* (a) -h <b) 



RO 

TEA 



o— P— o-, s ? 

I O triester O — p— oCE 

O-P-O- TEA 
OR* 

2. 



TEA 

2 » sel de TEA de 2 



0-C-CH,CH a CONH (J) Z " Br ' - O-C-CHjCI^CONH (|) 

sel de TEA de 2 + 1 ^ L. \ / 

O— C— CH.CH.CONH CS) , \ ' 



O— C— CH,CH 2 CONH (s) 



1 o 



O-P—O-n _ , 

O — C — CH 3 CH a CO NH - 

II 
O 
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AprSs la derniere etape de condensation, • 
1 'oligonucleotide entierement protege qui est lie au 
support par une liaison covalente est soumis a une 
reaction de deprotection de facon a liberer lea groupes 
blogues durant la croissance de la chalne. 

Ainsi 1' action du para-nitrobenzaldoxime 
N,N, N , N -tetramethyl g uanidinium assure la deprotection 
des liaisons phosphodies ters internucleotidiques et 

une hydrolyse alcaline libere les groupes proteges " 

des fonctions aminoheterocycliques et coupe !■ oligo- 
nucleotide du support inorganique, ensuite une 
hydrolyse acide des groupes dime thoxytrity les libere 
la fonction alcool en position 5'. 

Les differents groupes de protection sont 
elimines par extraction avec des solvants organiques 
. 1' oligonucleotide lui-meme pouvant etre purifie par 
chromatography liquide sous haute pression. 

Avec le support selon la presente invention, 
on a pu synthetiser les deoxyoligonucleotides suivants • 
5' - d (CGAGCT) 6 
5' - d (GATCGTAC) 8 
5 1 - d (TGTTTCCTATT) 11 
A 

5' - d (CACCA CACTCATA) Mix 14 
G 

5 1 - d (CTGCTCTGACAACCT) 15 

5' - d (TGATTTCTGCTCTGACAACCT ) 21 

5' - d (ATGAAGTAAAAGTTCCTTAGGATTT) 2 5 

5 1 - d (CTGTTAATGAAGTAAAAGTTCCTTAGGATTT) 31 

Les examples - suivants sont destines a illustrer 

le procedg selon la pr§sente invention mais ne la 

limitent evidemment en aucune fagon. 



lO 



2529892 



Exemple 1 

Preparation du support selon 1' invention 

On ajoute a lO g de silice Porasil B 15 ml 
de triethoxysilylpropylamine dans 50 ml de toluene et 
le melange est porte au reflux pendant 7 heures. Le 
melange est ref roidi . La silice est filtree et lavee 
avec deux fois 100 mi de pyridine. 

On ajoute alors 11 ml de chlorure de trim§thyl- 
silyle et le melange est agite pendant 4 heures a la 
temperature de la piece, La silice est filtree, lavee 
avec 3 fois 50 ml de pyridine et 3 fois 50 ml d' ether 
ethylique puis" on seche dans un dessicateur pour 
obtenir une silice portant des groupes amines libres. 

6 g de la silice ainsi modifiee sont traites 
avec 1 g de triethylamine dans 10 ml de pyridine pendant 
2 a 3 heures • L'exces de triethylamine est elimine par 
coevaporation avec la pyridine ou par filtration et 
lavage avec le dichloromethane et l f ether ethylique. 

La silice modifiee ainsi obtenue est sechee 
en dessicateur et utilisee pour etre chargee par le 
deoxynucleotide active dont on va maintenant decrire 
la preparation. 
Exemple 2 

Preparation du deoxynucleotide active 
- Syilthese_du_monosuccinate_de_3 1 _( 5 

II s*agit la d'un procede general pour 
1* ensemble des nucleosides, c'est pourquoi on 
decrira uniquement la preparation du monosuccinate 
de 3' (5'-0-dimethoxytrityl) thymidine. 

5,45 g de 5 ' -O-dimethoxytrityl thymidine 
anhydre (10 mmoles) sont dissous dans 40 ml de pyridine 
contenant 1,83 g de dimethylaminopyridine (15 mmoles) 
et 1,50 g d'anhydride succinique (15 mmoles). 
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Le melange est agite i la temperature de la 
piece pendant une nuit et concentre' jusqu'S la 
consistance d'une gomme qui est reprise dans CHC1 
La solution de CHC1 3 est lavee avec Na 2 HP0 4 et H 0 
puis par une solution aqueuse 4 . mmolaire d'acide* 
citrique. 

La couche chloroformique est sechee, conceritree 
Dusqu a la consistance d'une gomme et purifiee sur une 
petite colonne de gel de silice en utilisant 5 % 

— d^thano-1-dans-le-ch-l-oroformeT- Les fractions purifiees 

sont rassemblees et precipices dans !• ether de petrole. 

~ |Z2tt}§se_du_ E entachlorophenyl 3'(5«- 
0 = dimethoxYtritYl~th^IdIt2ieT"~ 

et da 59H A X 'l 9 5 ^ m " lange ^ m °^ u ^ in ^e precedent (2mmole £ 

et de 590 mg de pentachlorophenol (2,2 mmoles) dans 

15 ml de dimethylformamide, on ajoute 620 mg de DCC 

(3 mmoles) . Le melange reactionnel est agite a la 

temperature de la piece pendant 20 heures. Apres 

filtration le filtrat est evapore et le residu est 

dxssous dans le benzene pour eliminer les derives 

d'uree. La solution benzenique est evaporee et 1 'ester 

active est dissous dans une petite quantite de 

benzene. Le produit est precipite par 1' addition 

goutte a goutte dans la solution de benzene de 400 ml 

de pentane. Les precipites obtenus sont filtres 

seches et utilises sans purification supplemental . 

Le rendement est de 1,50 g (84 %) . 

Exemple 3 

Preparation du support modifie p ort.nf 
le nucleoside 

Un melange de 5 g de silice aminee obtenue a 
1' exemple 1 et de 3,6 g de 1" ester active de 1- exemple 2 
(4 mmoles) et de 0,44 g de triethylamine (4,4mmoles) 
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dans 30 ml de DMF est agit§ 3 la temperature de la 
piece pendant 20 heures . Le melange reactionnel est 
filtre et la r£sine est lav§e avec du DMF et de la 
pyridine puis traite avec du phenylisocyanate (10 % 
en solution) dans la pyridine (35 ml) pendant 3 heures 
pour bloquer les fonctions amino libres. 

Le melange est filtre et la resine est lav§e 
avec de la pyridine et du methanol puis sechee. Le 
rendement est de 5,6 g. 

La quantite estimee de thymidine f ixee sur la 
resine est de 0,20 mmole par gramme evalu£e par 
spectroscopie de la fonction dimithoxytrityle et par 
la quantity de thymidine lib§ree de la resine. 

Un precede de determination quantitative de 
la charge du premier nucleoside sur le support selon 
la presente invention est effectue de la fagon 
suivante : 

1°) on pese precis^ment 1 mg de support 
charge sec. 

2°) On ajoute 1 ml d'acide toluene sulfonique 
0,1 M dans 1 ' acitonitrile . 

3°) On mesure l 1 absorbance h 498 nm. Si 
l'absorbance approche 2,0 alors on dilue et on 
effectue une nouvelle lecture. La charge peut ^tre 
calculee de la fagon suivante : 

(Abs 498) (facteur de dilution) 

Charge en ymoles/g = : X 14, 

Poids silica gel (mg) 

De cette fagon on obtient pour premiere charge 
avec les supports selon la presente invention entre 
200 et 215 pmoles/g, ce qui est considerable par 
rapport a toutes les donnees existantes concernant les 
supports inorganiques , ces resultats §tant voisins de 
ceux obtenus avec les supports organiques. 
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Une telle charge initiale permet de travailler 
avec des quantites de support charge en nucleoside de 
l^ordre de 50 mg pour la preparation des chalnes de 

deoxynucleoside . 
Exemple 4 

£repara tion du phosphate^s • -dimethoxvtri , y1 m 
N_acyle deoxynucleos i de 3 ' -chlorophenvl -B- 
cyanoethy le ' - 

Les different* blocs sont synthetases en grandes 

^ f- Par S'-di^ethoxytrityle Jac^ 

deoxynucl-eo-si-d^-du commerce avec le S-cyanoethyle ~ 
monochlorodate de O-chlorophenyle en utilisant le 
N-mfithylimldazol. comme catalyseur. Le precede de 
preparation du monochloridate et des triesters sont 
decrits ci-apres : 

~ ^5^|se du B-CYanoSthYle Ehosphomono- 
ehlgrxdate_de_0 = chloroeh|Hjli- K °~ 9 

oh, > * ; 00rrmolesd '^ solu^on'de'o-chlorophenyle 
phosphodichloridate dans 20 ml de THF refroidi a -70°C 
on ajoute 100 nunoles de cyanoethanol et 100 nunoles de 
tnethylamine dans 20 ml de THF goutte a goutte pendant 
environ 1 heure et demie sous agitation. 

Le melange est rechauffe a la temperature de la 

Piece pendant 1/2 heure apres que la solution ait ete 

ajoutee. 

300 ml de toluene sont ajoutes et le 
chlorhydrate de triethylainmonium est fil tre . Le filtrat 
est evapore sous vide jusqu'a consignee d'une huile 
qui est utilisee sans purification compliments ire. Le 
produit est stocke a -20°C. 

" | r 59|de 3§neral_ E our_la_sy.nthise de 

5 DMTr z N z ac Y le_deox Z nuclIoiidii~3-= 
PQosphotri ester 

A une solution refroidie au bain de glace de 
5 -DMTr-N-acyle deoxynucleoside (0,5 nunole) et de 
1-methylimidazole (2,2 mmoles) dans 2 ml d • acetonitrile 
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anhydre on ajoute une solution de 2 mmoles de B-cyano- 
ethyle phosphomonochloridate de O-chlorcphenyle dans 
0,5 ml d'acetonitrile sous agitation pendant 5 minutes. 

Le melange reactionnel est trempe avec 2 ml 
d'un tampon phosphate pH 7 . La phase organique est 
evaporee et le residu est reparti entre lO ml de 
chloroforme et 10 ml d'eau. La couche chloroform! que 
est lavee avec une solution de dihydrogeno-phosphate 
de sodium 0, 1 M trois fois, puis deux fois avec de l'eau. 

Le derive deoxyguanosine correspondant necessite 

1' addition d'une quantite supplementaire de mono- 

chloridate. Ceci est du a la phosphorylation de la 

position O^ de la guanine. Toiitefois, la partie 

6 

phosphoryle en position O peut etre elimin§e par 
agitation du triester avec du silica gel 60 pendant 
une nuit dans une solution de dichlorome thane contenant 
quelques gouttes de pyridine pour eviter une detritylation. 
le rendement global est de 60 a 70 % de triester pur 
apres chroma tographie sur une petite colonne. 

Pour obtenir les phosphates de 5 * -dimethoxy- 
trityle N-acyle deoxynucleoside 3 ' -o-chlorophenyle 
trie thy lammonium, les triesters mentionnes precedemment 
sont traites avec la triethylamine dans une solution 
pyridine-acetonitrile pendant 1 heure. Le procede est 
decrit par Gait M.J. , Sheppard R.C., Nuc. Ac. Res. 
(1977) 4, 1135-1158. 

Les sels correspondants sont obtenus par 
precipitation dans 1 1 ether de petrole (40-60°C) . 

Pour la synthese par etape des deoxypoly- 
nucleotides on utilise soit les sels de trie thy 1 ammonium 
du mononucleotide ou les blocs de dinucleotides 
correspondants. Les blocs de dinucleotides sont prepares 
par le procede ci-apres. 
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1 mole de 5" -dimethoxy trityle N-acyle 
deoxynucleoside est detritylee a 0°C avec de l'acide 
benzene-sulfonique a 2 % dans un melange chloroforme- 
m§tanol (7*3) et la reaction est controlee par 
chromatographie en couche mince. Lorsque la detritylatio 
est complete, le melange reactionnel est trempe avec 
une solution aqueuse de bicarbonate de sodium a 5 %. 
La couche de chloroforme est concentree, sechee par 
.evaporation repetee avec de la pyridine anhydre 
et on ajoute au produit obtenu l,lmmole du phosphate 
"d^S'^dimethoxytrityle N-acyle deoxynucleoside 3'-o- 
chlorophenyl trie thy lammbnium desire, suivi par 
3 mmoles de mesitylenesulf onyle nitrotriazolide . Apres 
30 minutes la reaction est trempee avec une solution 
saturee de bicarbonate de sodium. Le produit est extrait 
dans le chloroforme. La couche chlorof ormique est lavee 
avec de l f eau, sechSe sur sulfate de sodium anhydre 
et chromatographiee sur une petite colonne de chromato- 
graphie. Le rendement global est de 60 a 80 % des 
nucleotides purs. Les sels de triethylammonium du dimSre 
sont prepares de la meme fa?on que cela a ete decrit 
pour les monomeres . 
Exemple 5 

Synthese de TGTTTCC TATT 

100 mg de silice Porasil B chargee avec un 
3' -succinate de S^OH deoxynucleoside ayant 212 ymole/g 
de silice sont places dans une colonne en verre en 
solution pyridinique. On ajoute alors dans cette colonne 
100 ymoles de : DMTr - A B 2 Tp 0 ?EA et 1 mmole 

PhCl ClPh 

de mesitylene sulfonyle nitrotriazole dans 1 ml de 
pyridine seche. Apres 1 heure a la temperature de la 
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piece, le support solide est lave avec de la pyridine. 
Pour bloguer les groupes hydroxyles n'ayant pas reagi, 
le solide est trait€ avec la solution de protection 
suivante pendant 25 minutes : 

20 nunoles N,N-dimethylaminopyridine, 

lO nunoles d' anhydride acetique, 

SO ml de pyridine* 

Ce reactif bloque les groupes hydroxyles 
n'ayant pas reagi. 

Le solide est lavS avec du dichlorom§thane. 
Les groupes 5 ' -dimSthoxy trityle sont SliminSs par 
traitement avec une solution saturge de bromure de 
zinc dans un melange dichloromgthane-isopropanol , 
(7-3). Le support est alors lav€ avec du dichlorom§thane 
et du DMF. II est ensuite s£ch§ par passage de pyridine 
s£che S travers la colonne. Ce cycle, & savoir : 

a) condensation 1 heure, 

b) lavage avec de la pyridine, 

c) protection, 

d) lavage, 

e) detritylation , 

f) trempage avec du DMF, 

g) sechage avec de la pyridine, 

est repete pour les blocs de dinucleotide CA, AC, GC 

et TG en utilisant 100 ymoles de chaque dimfere et 

1 mmole de MSNT dans 1 ml de pyridine anhydre. La 

deprotection finale du deoxyoligonucleotide i. partir 

du support solide et 1 ■ elimination des differents groupes 

de protection ainsi que la purification par HPLC seront 

decrites ci-apres . 
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Exemple 6 

Deprotection des oligonucleotides 

2,5 ymoles de substrat (support + oligonucleotide) 
sont dissoutes dans 600 umoles d'un melange dioxane-eau 
(1-1). ON ajoute 0,3 mmole de sel N,N,N,N-tetramethyl- 
guanidium de syn-p-ni troben2&Ldoxine pendant une nuit a 
la temperature de la piece. Le jour suivant le melange 
est seche et dissous dans 1 1 ammoniaque concentre 
5 heures a 50°C puis une nuit complete a la temperature 
de la piece. 

Le^produit est f iljbr^p.gur^liminer-le-suppo^t-, 

concentre sous pression reduite, dissous dans 5 ml de 
tampon bicarbonate de tri§thylammonium o,l M et lavg 
plusieurs foisS 1' ether. 

Le DMTr-DNA contenu dans la phase aqueuse 

peut etre alors injecte sur colonne HPLC C 0 . 

1 8 

Apres purification, le DMTr-DNA est totalement 
deproteg£ dans un melange acide acgtique-eau 80-20 
une demi-heure & temperature ambiante. 

L 1 acide acetique est Sliming par extraction 

a l f €ther, la; phase aqueuse est lyophilisee. L'oligo- 

nucleotide entierement deprotege peut etre repurif ie 

si necessaire sur colonne HPLC C 0 . 

1 8 

Exemple 7 

P urification HPLC 

DMTr-DNA colonne Waters C lg - 10 y avec les 
gradients suivants : 

- Solvant A : acetate de tri§thylammonium 
tampon 0,1 M, pH 6,5, acetonitrile 20 %, 

- Solvant B : ac§tate de triethylammonium 
tampon 0,1 M, pH 6,5, acStonitrile 30 %. 

DNA deprot€g§ 

Meme tampons avec gradients acetonitrile 

5 - 20 %. 
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Conclusion g§nerale 

La methode decrite ici est done 1 'application 
de la synthese triester des oligonucleotides sur un 
support inorganique du type silice. 

Cette procedure a §t§ employee avec succ&s 
pour la production en routine d • oligonucleotides dont 
differents exemples ont ete donnas. 

Les principaux avantages de cette procedure 

sont : 

1) L* utilisation d ' intermediaires stables qui 
peuvent etre pr§pares en grande quantite et stock£s. 
Ces intermediaires, utilises en exces, peuvent etre 
recuperes apres synthese et r6utilises aprds 
repurif ication. 

2) Ii f utilisation d'un support inorganique, 
non soluble, possedant de bonnes qualites m^caniques 
et autorisant une charge eievee en premier nucleoside. 
Un tel support est compatible avec la technique 
phosphotriester : 

- detritylation avec le bromure de zinc, 
reactif de choix qui ne peut pas etre utilise 
sur support inorganique de type poly- 
acrylamide (GAIT) ; 

- activation des sels de t ri£ thy 1 ammonium 

par le MSNT dans un solvant polaire (pyridine) 

- utilisation de l f anhydride acetique pour 
proteger les 5* hydroxy les restes libres. 
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REVENDI CAT ION S 

1) A titre de support dans la synthase des 
polynucleotides, une silice HPLC modifiSe pour porter 
les groupements de formule : 



— Si — 

Po\— Si— o_Si_(CH 2 ) nh o 

-si— 2 n 2 



10 Po schematisant le support HPLC et n ayant une 

valeur de 1 a 100. 

2) Support selon la revendication 1, caracterisg 
en ceque les autres groupes silanol de la silice sont 
bloques. 

15 3 ) Support selon l'une des revendications 

1 et 2, caractSrise en ce que la silice HPLC est une 
silice Porasil. 

4) Support selon la revendication 3, 
caractSrisS en ce que la silice Porasil est une 

20 silice Porasil B. 

5) Support selon l'une des revendications 

1 a 4 , caracteris§ en ce que le diametre des particules 
est compris entre 37 et 75 ji. 

6) Procede de preparation d'un support selon 
25 l'une des revendications 115, caract£ris§ en ce que 

l'on fait reagir-une silice HPLC avec un aminoalkyl- 
trialcoxysilane . 

7) Proced§ selon la revendication 6, 
caracterisg en ce que la reaction est conduite au reflux 

30 dans le toluene. 
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8) Proc§d£ selon l'une des revendications 6 et 7 
caracterisS en ce qu'apr&s le traitement avec le d§riv€ 
de silane le produit obtenu est trait€ par le chlorure 

de trim§thylsilyle. 

9) Application du support selon l'une des 
revendications 1 a 5 dans la synthase au phosphotriester 
des polynucleotides. 
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